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概要

ブレンドアシストを搭載した Agilent 1260 Infinity II フレキシブルポンプでは、3 成分または 4 成分グラ
ジエントを使用して緩衝液または修飾剤の濃度を変化させることができます。この技術概要では、ブレン
ドアシストを次の 2 つのアプローチに使用しました。 

• 第 1 のアプローチでは、ブレンドアシスト機能を使用して、ペプチド 10 種標準試料の分離に対する
複数のトリフルオロ酢酸 (TFA) 濃度の影響をテストしました。分析結果のリテンションタイム精度を
評価して最適なメソッドを特定し、移動相を手動で混合した場合と比較しました。

• 第 2 のアプローチはマルチメソッド実験です。ギ酸アンモニウムの濃度を変化させながら、3 種類の
化合物群を連続して分析しました。1260 Infinity II フレキシブルポンプでブレンドアシストを使用 
することで、どの化合物群についても優れたリテンションタイム精度が得られました。

ブレンドアシスト搭載の  
Agilent 1260 Infinity II フレキシブルポンプ 

ブレンドアシストによる溶媒組成の迅速な最適化と容易な変更

ブレンドアシストによる 0.3 % TFA 

手動混合による 0.3 % TFA 

m
AU

m
AU

時間 (分)



2

はじめに
ブレンドアシストは、Agilent 1260 Infinity II 
フレキシブルポンプの駆動部に実装されてい
るソフトウェア機能です。1260 Infinity II フ
レキシブルポンプの 4 成分混合機能を使用し
て、原液 (緩衝液または修飾剤) をオンライン
希釈します。 

LC メソッドの開発時には、ブレンドアシストで
緩衝液または修飾剤の濃度を変化させ、化合
物の分離に最適な条件を見極めることができ
ます。このソフトウェアツールを使用すれば、
多様な濃度の緩衝液や修飾剤を混合する手間
と時間が省けます。クォータナリ LC システム
を使用する場合、1 つまたは 2 つのチャネル
に高濃度の緩衝液/修飾剤 (原液) を入れて目
的の濃度を定義すると、ブレンドアシストによっ
て溶媒が希釈されます1。

もう 1 つの応用分野としてマルチメソッドアプ
ローチがあります。このアプローチでは、3 種
類のサンプル混合物を、それぞれ修飾剤の濃
度が異なる 3 つのメソッドで連続して分析しま
す。ブレンドアシストを有効にすることにより、
移動相を交換するためにシステムを中断する
ことなく、複数のメソッドを実行できます。  

実験方法

装置構成
それぞれの実験には、次のモジュールを使用
しました。

• Agilent 1260 Infinity II フレキシブル 
ポンプ (G7104C)、V380 Jet Weaver  
ミキサー (オプション #070) を搭載 

• Agilent 1260 Infinity II バイアルサンプ
ラ (G7129C)、一体型サンプル冷却器  
(オプション #100) を搭載

• Agilent 1260 Infinity II MCT (G7116A)

• Agilent 1260 Infinity II ダイオードア
レイ検出器 HS (G7117C)、Max-Light 
カートリッジセルを搭載: セル光路長 
10 mm、σV = 1.0 µL

ソフトウェア
Agilent OpenLAB CDS (M8413A)

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイン

トカートリッジ (Millipak) を装着した Milli-Q 
Integral システムで製造しました。アセトニト
リルは Merk (ダルムシュタット、ドイツ) から
購入しました。トリフルオロ酢酸 (TFA) および
ギ酸アンモニウムは、Sigma-Aldrich 社 (ドイ
ツ、シュタインハイム) から購入しました。 

メソッド

表 1. ペプチド 10 種混合物の分析に用いたクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

化合物 Agilent ペプチド 10 種標準試料 (p/n 5190-0583)

カラム Agilent AdvanceBio ペプチドマッピング、2.1 × 100 mm、2.7 µm (p/n 655750-902)

溶媒

A) 水 
B) アセトニトリル 
C) 水 + 1 % TFA (溶媒 A 添加物) 
D) アセトニトリル + 1 % TFA (溶媒 B 添加物)

グラジエント
0 分: 5 %B 
4 分: 65 %B

ストップタイム 5 分

ポストタイム 3 分

流量 1 mL/min

注入量 
注入量:2 µL、ニードル洗浄 3 秒 (60 % アセトニトリル水溶液) 
サンプル温度: 10 °C

カラム温度 55 °C

DAD 220/4 nm、参照波長 360/80 nm、20 Hz

表 2. サルファ剤、テストステロン混合物、およびシグマペプチド標準試料の分析に用いたクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

カラム Agilent ZORBAX StableBond 80 Å C18、2.1 × 50 mm、1.8 µm、1200 bar (p/n 857700-902)

溶媒
A) 水 
B) アセトニトリル 
C) 250 mM ギ酸アンモニウム (溶媒 A 添加物)

化合物

サルファ剤:  
スルファニルアミド、スルファチア
ゾール、スルファクロロピリダジ
ン、スルファメタジン  
(各 100 ng/µL)

テストステロン混合物: 
テストステロン c-IIIN 50 
ng/µL および酢酸テストステロン 
25 ng/µL

シグマペプチド標準試料  
(Sigma H2016)

ブレンドアシスト
の設定

200 mM ギ酸アンモニウム  
(チャネル A + 添加物 C)

50 mM ギ酸アンモニウム 
 (チャネル A + 添加物 C)

25 mM ギ酸アンモニウム  
(チャネル A + 添加物 C)

グラジエント

0 分 10 %B 
0.5 分 10 %B 
4 分 30 %B 
4.2 分 50 %B

0 分 45 %B 
3 分 95 %B

0 分 2 %B 
0.5 分 2 %B 
6 分 28 %B 
7 分 95 %B

ストップタイム 5 分 4 分 7 分

ポストタイム 3 分 3 分 3 分

流量 0.5 mL/min 1 mL/min 0.5 mL/min

注入量 
注入量:1 µL、ニードル洗浄 3 秒  
(60 % アセトニトリル水溶液) 
サンプル温度: 10 °C

注入量:5 µL、ニードル洗浄 3 秒  
(60 % アセトニトリル水溶液) 
サンプル温度: 10 °C

注入量:2 µL、ニードル洗浄 3 秒  
(60 % アセトニトリル水溶液) 
サンプル温度: 10 °C

カラム温度 60 °C 30 °C 35 °C

DAD
254/8 nm、参照波長  
360/100 nm、20 Hz

254/8 nm、参照波長  
360/100 nm、20 Hz

220/8 nm、参照波長  
360/100 nm、20 Hz
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結果と考察

TFA 濃度の変更によるペプチド 10 種混
合物の分離の最適化
アジレントのペプチド 10 種混合物の分離を改
善するために、ブレンドアシスト搭載の 1260 
Infinity II フレキシブルポンプを使用して、移
動相のさまざまな TFA 濃度をテストしました。 

TFA 濃度を 0.05 % から 0.3 % に変化させる
ことにより、ペプチドの分離能は明らかに向
上しました (図 1)。移動相中の TFA 濃度が 
0.05 % のときは、ピーク 4 (ニューロテンシ
ン) とピーク 5 (アンギオテンシン I) が共溶出
しましたが、TFA 濃度を 0.2 % にすると、両
方のピークがベースライン分離されました。ま
た、TFA 濃度を 0.3 % まで上げることにより、
これらのピークの分離能をさらに 1.77 から 
2.25 に改善することができました。表 3 に、
さまざまな修飾剤濃度下での多様なペプチド
の分離能の概要を詳しく示します。 

以上より、移動相で 0.3 % の TFA を使用する
ことにより、混合物中のペプチドが十分に分
離され、すべてのペプチドの分離能が 2 を超
えることがわかりました。 

図 1. Agilent ペプチド 10 種標準試料の分離に対する TFA 濃度増加の影響。 
ブレンドアシストを使用して TFA 濃度を変化させました。
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表 3. ブレンドアシストを使用して調製したさまざまな TFA 濃度での分離能の概要

化合物 分離能

0.05 % TFA 0.1 % TFA 0.2 % TFA 0.3 % TFA

1.ブラジキニンフラグメント (1-7) – – – –

2.ブラジキニン酢酸塩 7.27 7.93 8.49 8.80

3.アンギオテンシン II  3.34 3.39 3.42 3.43

4.ニューロテンシン 3.37 4.21 4.05 3.92

5.アンギオテンシン I 0.99 1.77 2.25

6.レニン 6.02 7.07 6.87 6.74

7.[Ace-F-3,-2 H-1] アンギオテンシノーゲン (1-14) 9.88 10.11 10.15 10.24

8.セリン/スレオニンプロテインホスファターゼ 
(15–31)

9.68 8.01 6.26 5.33

9.[F14] セリン/スレオニンプロテインホスファターゼ 
(15–31)

5.51 5.59 5.60 5.57

10.メリチン 2.47 5.06 7.45 8.82
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次に、TFA 濃度 0.3 % の移動相を手動で調
製し、ペプチド 10 種標準試料の分析に使用
しました。図 2 に、ブレンドアシストを使用し
た場合と手動で混合した移動相を使用した場
合のクロマトグラムを直接比較します。クロマ
トグラムはほぼ同じです。表 4 に、リテンショ
ンタイム (RT)、RT 精度 (RT RSD)、および分
離能の詳細な比較を示します。両方の分析条
件で得られた RT と分離能は良好に一致して
います。RT 精度については、手動で混合した
溶媒を用いた場合の方がわずかに優れていま
すが、どちらの条件でも、RT RSD は仕様値 
0.15 % を明らかに下回っています。

表 4. 分析にブレンドアシストを使用した場合と手動で混合した 0.3 % TFA を使用した場合のリテンションタイムと RT RSD の比較。 
どちらの設定についても、6 回連続分析して得られた結果を計算に使用しています。

ペプチド ブレンドアシストによる 0.3 % TFA 手動混合による 0.3 % TFA

RT (分) RT RSD (%) 分離能 RT (分) RT RSD (%) 分離能

1.ブラジキニンフラグメント (1-7) 2.366 0.017 – 2.359 0.008 –

2.ブラジキニン酢酸塩 2.725 0.020 8.80 2.717 0.007 8.73

3.アンギオテンシン II 2.841 0.019 3.43 2.834 0.007 3.42

4.ニューロテンシン 2.970 0.018 3.92 2.965 0.008 3.92

5.アンギオテンシン I 3.044 0.016 2.25 3.037 0.009 2.18

6.レニン 3.261 0.013 6.74 3.258 0.009 6.75

7.[Ace-F-3,-2 H-1] アンギオテンシノーゲン (1-14) 3.590 0.018 10.24 3.588 0.010 10.22

8.セリン/スレオニンプロテインホスファターゼ (15–31) 3.764 0.019 5.33 3.768 0.005 5.42

9.[F14] セリン/スレオニンプロテインホスファターゼ (15–31) 3.591 0.016 5.57 3.956 0.005 5.63

10.メリチン 4.272 0.011 8.82 4.275 0.015 8.82

図 2. ペプチド 10 種標準試料の分析にブレンドアシストを使用した場合と使用しない場合のクロマトグラムの比較
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緩衝液濃度の変更による 3 種類の 
化合物混合物のマルチメソッド分析
このアプローチでは、3 種類のサンプル混合物 
(サルファ剤、テストステロン混合物、シグマペ
プチド標準試料) を分析しました。3 種類の混
合物では、最適に分離するために必要となる
水性相中のギ酸アンモニウム濃度がそれぞれ
異なります。もちろん、メソッドごとに溶媒を
交換して順番に分析することも可能ですが、こ
の技術概要で実施するように、すべての分析
を連続して行うこともできます。これは、ブレン
ドアシストにより、水性相中の緩衝液濃度をメ
ソッドごとにオンラインで変化させることがで
きるためです。

図 3 は、4 種類のサルファ剤 (スルファニルア
ミド、スルファチアゾール、スルファクロロピリ
ダジン、スルファメタジン) の分析結果です。サ
ルファ剤の分離には、修飾剤として 200 mM 
のギ酸アンモニウムを使用しました。すべての
ピークについて、きわめて良好なリテンション
タイム精度が得られました。 

図 4 は、テストステロン CIII と酢酸テストステ
ロンを 6 回連続して分析した結果です。この
分析では、50 mM のギ酸アンモニウムを水性
相に混合するためにブレンドアシストを有効に
しました。どちらのピークについても、優れた
リテンションタイム精度が得られました。 

図 5 は、シグマペプチド標準試料の分析結
果です。分析には、ギ酸アンモニウム濃度
が 25 mM の水性相を使用しました。仕様値 
0.15 % を優に下回る非常に良好なリテンショ
ンタイム精度が得られました。 
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図 5. シグマペプチド標準試料の分離: 6 回連続分析結果の重ね表示

化合物 RT (分) RT RSD (%)

1.Gly-Tyr 0.406 0.142

2.Val-Tyr-Val 3.271 0.034

3.メチオニンエンケファリン 5.196 0.021

4.ロイシンエンケファリン 5.569 0.013

5.アンギオテンシン II 酢酸塩 5.821 0.007
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図 3. サルファ剤の分離: 6 回連続分析結果の重ね表示

化合物 RT (分) RT RSD (%)

1.スルファニルアミド 0.362 0.090

2.スルファチアゾール 0.740 0.100

3.スルファクロルピリダジン 0.976 0.092

4.スルファメタジン 1.761 0.057
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図 4. テストステロン CIII および酢酸テストステロンの分離: 6 回連続分析結果の重ね表示

化合物 RT (分) RT RSD (%)

1.テストステロン CIII 0.683 0.120

2.酢酸テストステロン 1.981 0.077



結論

ブレンドアシスト搭 載 の Agilent 1260 
Infinity II フレ キ シ ブ ル ポ ン プ で は、
修飾剤/緩衝液濃度を簡単に変化させること
ができるため、さまざまな濃度を手動で混合
する必要がありません。この技術概要では、ブ
レンドアシストの 2 つの使用事例を紹介しまし
た。最初の例では、ペプチド 10 種標準試料
の分離を最適化するために、移動相中の TFA 
濃度を変化させました。ブレンドアシストを用
いて得られたリテンションタイムと分離能は、
溶媒を手動で混合した場合ときわめて良好に
一致しました。

2 番目の例では、修飾剤であるギ酸アンモニ
ウムの濃度を 3 つのメソッドで変化させること
により、サルファ剤、テストステロン混合物、お
よびペプチド混合物を連続して分析しました。
例として用いた 3 つのすべてのアプリケーショ
ンについて、優れたリテンションタイム精度が
得られました。
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